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Abstract of EP0508257 

The present invention relates to a method for generating and correlating optical microscopic images and 
having wavelength-resolved measurement data of specimens from single or double scanning of individual 
elements of the specimen surface to be imaged using a confocal, scanning optical microscope, coupling a 
portion of the light from the imaging beam path into a spectrometer, and correlating the image formation 
with the spectroscopic data by storing the spectroscopic data in a two-dimensional region, one dimension 
being used to store the measured spectrum of the individual elements and the second dimension being 
controlled by means of the light intensity reflected from the scanned elements, or of a criterion obtained 
from the total information of the specimen image by means of image processing. The advantage of this 
invention resides in the complete utilisation of the possibilities of a confocal, scanning optical microscope 
and of those of the various spectroscopic methods. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Erzeugung und Korrelation lichtmikroskopischer Bilder 
und mit nach Wellenlange aufgelosten MeBdaten von 
Proben mittels konfokaler, scannender Lichtmikrosko- 
pie und Spektrometern. 

Es ist bekannt (Applied Physics 22(1980), p. 11 9), 
lichtmikroskopische Aufnahmen von transparenten 
oder semitransparenten Testobjekten durch scannende 
Lichtmikroskopie zu erstellen. Entspricht der Strahlen- 
gang dem Prinzip des konfokalen Lichtmikroskops 
(CLSM), so erhalt man sogenannte optische Schnittbil- 
der, d.h. Bilder von einer schmalen Zone um die Fokus- 
ebene des Mikroskop-Objektivs. Liegt die Fokusebene 
innerhalb des untersuchten Objektes, so werden infolge 
des konfokalen Prinzips die Intensitaten aus den dar- 
uber und darunter liegenden Bereichen der Probe weit- 
gehend eliminiert. Seit mehreren Jahren sind Gerate, 
die nach dem Prinzip arbeiten, kommerziell erhaltlich. 

Es ist ferner bekannt, Informationen uber die che- 
mische Struktur eines Prufobjektes dadurch zu gewin- 
nen, daB dieses Objekt durch spektroskopische Metho- 
den untersucht wird, insbesondere auch unter Verwen- 
dung von Licht aus dem sichtbaren Spektralbereich 
oder aus Bereichen in der Nahe des sichtbaren Spek- 
trums. 

Auch die Kopplung lichtmikroskopischer und spek- 
troskopischer Techniken ist aus der Literatur bekannt: 
Bereits von den meisten Herstellern kommerzieller kon- 
fokaler Lichtmikroskope realisiert ist das Konzept der 
Erzeugung von Remissionsbildern im Fluoreszenzkon- 
trast. Hierzu wird die Probe mit einer monochromati- 
schen Lichtquelle beleuchtet. In den Abbildungsstrah- 
lengang wird ein optisches Filter eingefugt, das das 
Licht mit der Wellenlange der Beleuchtungslichtquelle 
moglichst vollstandig zuruckhalt, sodaB nurdas langer- 
wellige Fluoreszenzlicht zum Fotoempfanger gelangt. 

Aus Microscopica Acta 79 (1977), 3, p. 267-276, ist 
weiter die Erganzung des Abbildungsstrahlengangs ei- 
nes konventionellen Lichtmikroskops um einen Spek- 
trographen bekannt, der auf eine bestimmte Raman-Li- 
nie einer ausgewahlten, im Prufobjekt vorhandenen 
Substanz eingestellt war. Auf diese Weise wird eine mi- 
kroskopische Raman-Dunkelfeldaufnahme des Objek- 
tes erzeugt Diese Aufnahme gibt die ortliche Verteilung 
der ausgewahlten Substanz in dem Prufobjekt wieder. 

Aus Nature 347, (20.09.1990) p. 301-303, ist be- 
kannt, das Konzept des konfokalen, optischen Strahlen- 
gangs zu nutzen, um das vollstandige Raman-Spek- 
trum eines kleinen vorwahlbaren MeBvolumens inner- 
halb des Prufobjektes aufnehmen zu konnen. Hierzu 
wird das Prufobjekt mit einem Laser uber eine stationare 
Anordnung nach dem Konzept des konfokalen Strah- 
lengangs beleuchtet und das durch die Lochblende des 
Abbildungsstrahlengangs hindurchgehende Licht in ei- 
nem Raman-Spektrometer analysiert. Auf diese Weise 
erhalt man das Raman-Spektrum eines ausgewahlten 



MeBvolumens der GroBenordnung 1 ujti**3. 

Der Fachartikel "Automated Micro-Raman Map- 
ping..." von M.Bowden et al. in Appl. Spectrosc, 44 
(Dez.90), S. 1679-1684, beschreibt ein Abbildungsver- 

5 fahren durch eine Punkt zu Punkt Abbildung der Ra- 
manruckstreuung, die bei der Laserbestrahlung ausge- 
wahlter Substrate gemessen wird. Hierbei wird die Pro- 
be durch eine Schrittmotorsteuerung in 500 nm Schrit- 
ten entlang der Oberflache (in Richtung von x und y) 

10 bewegt. Die Laserstrahlung eines Argonionenlasers 
wird auf die Oberflache fokussiert, das Ramanstreulicht 
der Probe wird gefiltert und uber einen Monochromator 
einem Diodenaray als Detektor zugefuhrt. 

Nachteilig aller dieser in der Literatur bekannten 

15 Verfahren der Kopplung lichtmikroskopischer und spek- 
troskopischer Techniken ist, daB die voile Leistungskraft 
beider Techniken nicht gleichzeitig voll ausgeschopft 
wird: 

Das bisher ubliche Verfahren der konfokalen Fluores- 
ce zenzmikroskopie nutzt nur die mittlere vom jeweiligen 
MeBfilter durchgelassene Fluoreszenzintensitat zum 
Bildaufbau aus. Die Einzelheiten des Fluoreszenz- 
Spektrums werden dagegen nicht genutzt. Das Verfah- 
ren nach Microscopia Acta 79 (1977), 3, p. 267-276, lie- 
25 fert keine dreidimensionalen mikroskopischen Informa- 
tionen wie die konfokale Lichtmikroskopie, sondern nur 
zweidimensionale Bilder und verwendet uberdies von 
den in den Raman-Spektren vorhandenen Informatio- 
nen bei einer Aufnahme jeweils nur diejenigen einervor- 
30 her ausgewahlten Linie. 

Das Verfahren nach Nature 247, p. 301-303, bietet 
wegen der fehlenden scannenden, mikroskopischen 
Bilderzeugung ebenfalls keine dreidimensionale mikro- 
skopische Information, wohl aber liefert es das gesamte 
55 Raman-Spektrum des untersuchten Probenvolumens. 

Es bestand daher die Aufgabe, ein Verfahren zu fin- 
den, daB die Ausnutzung der vollen Leistungsfahigkeit 
konfokaler, scannender Lichtmikroskope und spektro- 
metrischer Methoden zulaBt. 
40 Insbesondere bestand die Aufgabe darin, eine da- 
ten reduzierende Art der Korrelation zwischen dem 
durch das konfokale, scannende Lichtmikroskop erhal- 
tene Bild einer Probe und seinem Spektrum zu finden. 
Die Aufgabe wird durch die Merkmale des An- 
45 spruchs 1 gelost. 

Weitere bevorzugte Durchfuhrungsformen sind den 
abhangigen Anspruchen zu entnehmen. 

Als konfokales, scannendes Lichtmikroskop sind 
alle Anordnungen geeignet, bei denen der Probenaus- 
50 schnitt mit einem fokussierenden Lichtstrahl abgetastet 
wird und bei denen ein Teil des durchgehenden oder des 
gestreuten Lichtes durch einen abbildenden, optischen 
Strahlengang auf eine Lochblende oder auf ein System 
von Lochblenden abgebildet wird und bei denen der 
55 durch die jeweilige Lochblende hindurchgehende Teil 
dieses Lichtes mit einem fotoelektrischen Detektor ge- 
messen und mit Hilfe dieses MeBsignals ein Bild des 
gesamten Probenausschnittes erzeugt wird. Insbeson- 
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dere seien Anordnungen entsprechend dem Konzept 
des konfokalen Laserscanning-Mikroskops (vgl. z.B. T. 
Wilson Ed., Confocal Microscopy, Academic Press Lon- 
don etc. 1990) und Anordnungen entsprechend dem 
Konzept der rotierenden Lochscheibe genannt. Das auf 
diese Weise erzeugte Bild des Probenausschnittes 
kann sowohl ein Schnittbild senkrecht zur optischen 
Achse des Mikroskops sein als auch das Bild einer be- 
liebig orientierten Schnittebene, insbesondere auch ei- 
ner solchen, die in der Richtung der optischen Achse 
des Mikroskops verlauft. 

Als spektroskopische MeBverfahren seien alle Me- 
thoden genannt, die auf der Registrierung der wellen- 
langenabhangigen Intensitat von sichtbarem Licht be- 
ruhen bzw. von Licht mit einer Wellenlange in der Nahe 
des sichtbaren Lichtes, z.B. von 100 nm bis 20 ujti. Ins- 
besondere seien genannt die Absorptionsspektrosko- 
pie im ultravioletten, im sichtbaren, im nahen Infrarot- 
und im Infrarotbereich sowie die Fluoreszenz- und die 
Raman-Spektroskopie. Die Anregungswellenlange fur 
die Fluoreszenz-Spektroskopie liegt wiederum im Be- 
reich 100 nm bis 20 ujti, vorzugsweise im Bereich 300 
nm bis 700 nm. Die Anregungswellenlange fur die Ra- 
man-Spektroskopie liegt ebenfalls im Bereich 100 nm 
bis 20 jam, vorzugsweise im Bereich 250 nm bis 1 ,5 urn. 

Als simultan registrierendes Spektrometer seien al- 
le Anordnungen genannt, die es gestatten, fur den ge- 
samten fur das jeweilige spektroskopische Verfahren 
relevanten Wellenlangenbereich oder fur Teile davon 
die im MeBlicht enthaltene Strahlungsintensitat pro Wel- 
lenlangenintervall zeitaufgelost zu messen. Bevorzugt 
seien genannt ein Einfach- oder Mehrfach-Spektro- 
graph, besonders bevorzugt eine Dreifach-Spektrogra- 
phenanordnung mit einem linienformigen oder flachen- 
formigen fotoelektrischen Empfanger. Besonders be- 
vorzugt sei als Empfanger ein zweidimensionales CCD- 
Array (charge coupled device) genannt. 

Es ist uberraschend, daB trotz der mehrjahrigen 
kommerziellen Nutzung des konfokalen Lichtmikro- 
skops bisher noch keine voile Kopplung mit spektrosko- 
pischen Techniken realisiert worden ist. Allerdings fuhrt 
eine unmittelbare und direkte Kopplung ohne besonde- 
re MaBnahmen zur Datenreduktion zu enormen Daten- 
raten und Datenmengen, wie das folgende Zahlenbei- 
spiel zeigt: Spektroskopische Intensitatsmessungen mit 
8 Bit Auflosung und auf 1 024 Wellenlangen-Stutzpunk- 
ten fuhren in Verknupfung mit der Erzeugung eines Bil- 
des von 512*512 Pixeln zu einer Datenmenge von 268 
MByte pro Bild und damit bei einer Bildfrequenz von 1 
Hz zu einer Datenrate von 268 MByte/sec. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht die 
simultane oder aufeinanderfolgende Aufnahme eines 
konfokalen, lichtmikroskopischen, optischen Schnittbil- 
des einerseits und eines Satzes von spektroskopischen 
Intensitatsverteilungen andererseits, und zwar derart, 
daB anhand dieser Informationen anschlieBend zu je- 
dem geeignet gewahlten Ausschnitt dieses optischen 
Schnittbildes das zugeordnete mittlere Spektrum des 



eingesetzten spektroskopischen Verfahrens angege- 
ben werden kann. D.h. fur die im lichtmikroskopischen 
Bild durch unterschiedlichen Kontrast hervortretenden 
morphologischen Strukturelemente lassen sich ge- 

5 trennte Informationen uber deren chemische Struktur 
ermitteln. Beispiele sind die stoffliche Identifizierung der 
einzelnen Phasen in mehrphasigen Polymeren, die Lo- 
kalisierung und Identifizierung von Additiven und von 
Verunreinigungen in Polymeren oder die Lokalisierung 

10 von Wirkstoffen in biologischen Praparaten. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird durch die 
nachfolgenden Beispiele und durch die Zeichnung na- 
her erlautert. 

is Fig. 1 zeigteinen prinzipiellen Aufbau zur Durchfuh- 
rung des Verfahrens, 

Fig. 2 erlautert die Durchfuhrung des Verfahrens mit 
einer mechanischen Zuordnung der Spektren 
20 zu den Bildpunkten, 

Fig. 3 erlautert die Durchfuhrung des Verfahrens mit 
einer elektronischen Zuordnung der Spektren 
zu den Bildpunkten, 

25 

Fig. 4 zeigt die Aufteilung eines Probenbildes in funf 
Objekte und den Untergrund durchein Bild- 
analysesystem. 

30 Die prinzipielle Durchfuhrung des Verfahrens sei 
anhand eines konfokalen Laserscanning-Mikroskopes 
erlautert (siehe Fig. 1): 

Das vom Laser 1 emittierte Licht wird uber eine Fo- 
kussierungsoptik 2 auf die Eintritts-Lochblende 3 fokus- 

55 siert. Diese Blende wird vom Mikroskopobjektiv 4 auf 
bzw. in die zu untersuchende Probe 5 abgebildet. Die 
zwischen Blende und Objektiv liegende Ablenkeinheit 6 
fuhrt dazu, daB dieser Laserstrahl den gewahlten Pro- 
benausschnitt zeilenformig abrastert. 

40 Das von der Probe remittierte Licht wird vom Mikro- 
skopobjektiv 4 wieder gesammelt und uber den Strah- 
lenteiler 7 auf eine zweite Lochblende 8 fokussiert. Ein 
Teil des durch diese Blende hindurchgehenden Lichtes 
wird durch den Strahlenteiler 9 hindurch uber eine wei- 

45 tere Optik 10 auf einen Fotoempfanger 11 geleitet. Das 
von dem Fotoempfanger erzeugte elektrische Signal 
wird in der Signalverarbeitungseinheit 12 verstarkt und 
analog/digital gewandelt. Das digitalisierte CLSM-Bild 
kann in einem Rechnersystem 1 3 weiterverarbeitet, ge- 

so speichert und aufeinem Ausgabegerat 14 angezeigt 
werden. 

Der vom Strahlenteiler 9 abgelenkte Teil der Ruck- 
streuintensitat wird von der Optik 15 auf den Eintritts- 
spalt des Spektrographen 16 abgebildet Dieser erzeugt 
55 hiervon simultan eine spektrale Zerlegung, die vom lini- 
en- oder flachenformigen Fotoempfanger 17 detektiert 
wird. Das elektrische Signal diese Fotoempfangers wird 
in der spektroskopischen Auswerteeinheit 18 verstarkt. 
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In den beiden Beispielen wird die Kopplung eines 
konfokalen Laserscanning-Mikroskops mit einem Ra- 
man-Spektrographen beschrieben. Die Beispiele unter- 
scheiden sich in der Art der Registrierung der spektro- 
skopischen MeGdaten. 

Beispiel 1 beschreibt die Ablenkung des Raman-Streu- 
lichtes mit einem Drehspiegel. 

Die Einzelheiten der technischen Durchfuhrung bei 
diesem Beispiel werden anhand der Fig. 2 veranschau- 
licht. 

Ein kommerzielles CLSM 21 wird mit einem kom- 
merziellen Dreifach-Spektrographen 16 dadurch ge- 
koppelt, daG uber einen Strahlenteiler 9 ein Teil des 
durch die MeBblende hindurchgehenden MeGlichtes 
aus dem MeGkanal des CLSM ausgekoppelt und uber 
die Lichtleitfaser 24 in den Spektrographen eingefuhrt 
wird. Die ersten beiden Stufen des Spektrographen hal- 
ten das elastisch, also ohne Wellenlangenanderung, 
gestreute Laserlicht zuriick. Es verbleibt das durch 
Fluoreszenz oder durch den Raman-Effekt gestreute 
Licht. Dieses wird in der dritten Stufe des Spektrogra- 
phen spektral zerlegt und auf das gekuhlte zweidimen- 
sionale CCD-Array 17 abgebildet. Die Ortskoordinate 
auf dem CCD-Array, entlang der die spektrale Zerle- 
gung des MeGlichtes erfolgt ist, wird im folgenden mit x 
bezeichnet. 

Zwischen dem Austrittsspalt des Spektrographen 
und dem CCD-Array befindet sich eine Relaisoptik 26 
mit einem elektromotorgesteuerten Drehspiegel 27. 
Durch den Drehspiegel ist eine Ablenkung des MeGlich- 
tes in der zur oben erlauterten x-Richtung senkrechten 
y-Richtung des Arrays moglich. 

Die Steuerung dieses Drehspiegels erfolgt nun 
uber die in der zweiten Stufe des Spektrographen 16 
mit dem Fotoempfanger 28 gemessene Intensitat des 
elastisch in der Probe gestreuten Lichtes. Dies ist an- 
dererseits aber auch die GroGe, die den Kontrast im 
konventionellen CLSM-Remissionsbild erzeugt. Das 
Fotoempfangersignal wird im Verstarker 29 verstarkt. 

Die wahrend eines vollstandigen Scanprozesses 
zur Aufnahme eines CLSM-Bildes in dem CCD-Array 
gemessene Raman- (und Fluoreszenz-)lntensitat wird 
danach ausgelesen und an den Rechner 18 zur weite- 
ren Verarbeitung ubertragen. Zur Verbesserung des Si- 
gnal/Rausch-Verhaltnisses kann auch uber mehrere 
CLSM-Scans gemittelt werden. 

Entscheidend fur die Zuverlassigkeit der soeben 
beschriebenen Auswertungen ist die Abstimmung der 
Einstellzeit des Drehspiegels mit der Scanfrequenz des 
CLSM. Denn es muG sichergestellt sein, daG der Dreh- 
spiegel den der Struktur der untersuchten Probe ent- 
sprechenden zeitlichen Veranderungen der Remissi- 
ons-lntensitat ausreichend rasch folgen kann. Fordert 
man fur die spektroskopische Zuordnung eine Ortauflo- 
sung von 5 Pixel und besitzt das CLSM-Bild eine Auflo- 
sung von 51 2*51 2 Pixel und eine Bildfrequenz von 1 Hz, 



so ist eine Spiegel-Einstellzeit von ca. 20 u^sec erforder- 
lich. Reduziert man die Bildfrequenz z.B. auf 0,05 Hz, 
so ist eine Spiegel-Einstellzeitvon ca. 0,4 msec ausrei- 
chend. 

5 

Beispiel 2 beschreibt die elektronische Sortierung der 
Raman-Streuintensitaten. 

Die Einzelheiten der technischen Durchfuhrung bei 
10 diesem Beispiel werden anhand der Fig. 3 veranschau- 
licht. 

Die optische und optoelektrorische Ausfuhrung des 
konfokalen Laserscanning-Mikroskops 31 und des 
Spektrographen 32 ist mit der im Beispiel 1 beschriebe- 

15 nen Anordnung identisch. Die aus dem Spektrographen 
austretende Raman- (und Fluoreszenz-)lntensitat trifft 
in diesem Beispiel direkt auf ein eindimensionales CCD- 
Array 1 7 mit 1 ,024 Elementen. Die spektrale Zerlegung 
des Spektrographen ist so gewahlt, daG der relevante 

20 Spektralbereich von diesem CCD-Array gerade erfaGt 
wird. 

Die Ubernahme der Raman-lntensitat von den pri- 
maren Fotodetektoren in die Ausgabezeile erfolgt syn- 
chron zur Detektion des eigentlichen CLSM-Bildes, in- 

25 dem das Synchronsignal 34 der CLSM-Elektronik an 
das CCD-Array ubertragen wird. Diese Raman-lntensi- 
taten werden in der Auslese-Elektronik 35 verstarkt und 
ergeben nach Analog/Digitalwandlung einen Datensatz 
von 1 024*8Bit=1 kByte pro Bildpixel. Diese Datensatze 

30 werden synchron zum Aufbau des konventionellen 
CLSM-Bildes in einem Speicherblock 36 von N Platzen 
zu je 1 kByte aufaddiert. Die Zahl H liegt ublicherweise 
im Bereich 1 <= N<= 1 0. Die Zuordnung erfolgt uber eine 
sogenannte look-up-table (LUT), in der fur jedes Bildpi- 

55 xel eine dieser Adressen 1 bis N vorgegeben wird. Ge- 
schieht die Zuordnung uber die in H-Bereiche aufgelo- 
ste Intensitatsbestimmung des in der zweiten Stufe des 
Spektrometers gemessenen elastisch in der Probe ge- 
streuten Lichtes, so laGt sich diese Zuordnung aufein- 

40 fache Weise mit einem einzigen Scan der Probe reali- 
sieren, indem beispielsweise das Intensitatssignal, das 
im ersten Beispiel den Spiegel steuerte, zur Addressie- 
rung der Speicherplatze der Ramanspektren im Spei- 
cherblock 36 verwendet wird. Andernfalls wird die LUT 

45 in einem der Aufnahme der Raman-lntensitaten voran- 
gehenden Schrittberechnet: 

Hierzu wird an demselben Probenausschnitt ein kon- 
ventionelles CLSM-Ruckstreubild aufgenommen und 
an das Bildanalysesystem 37 ubertragen. Dieses Gerat 

50 fuhrt an diesem Bild nach problemspezifisch festzule- 
genden Methoden Bildbereinigungs- und Bildverarbei- 
tungsoperationen mit dem Ziel der Objekterkennung 
durch. Z.B. konnen alle ein- oder zweifach zusammen- 
hangenden Objekte detektiert werden, die in sich eine 

55 annahernd gleiche Ruckstreuintensitat aufweisen und 
sich gegenuber ihrer Umgebung in dieser Intensitat aus- 
reichend unterscheiden und die uberdies eine gewisse 
MindestgroGe aufweisen. Auf diese Weise wird der ab- 
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gebildete Probenausschnitt in eine Anzahl von Objekten 
und - als Rest - deren Umgebung aufgeteilt. Letztere 
kann wieder aus mehreren Teilbereichen bestehen. D. 
h. es entstehen insgesamt N Objekte, aus denen das 
Bild des Probenausschnittes zusammengesetzt ist. Fig. 
4 gibt ein typisches Beispiel einer derartigen Aufteilung 
(a, b, c, d, e und Hintergrund f) wieder. Fails die Zahl N 
fur die anschlieBende Raman-Detektion noch zu groB 
ist, werden die Objekte anhand zusatzlicher Kriterien in 
Klassen eingeteilt. SchlieBlich werden die Objekte bzw. 
Objektklassen durchnumeriert. Der Aufbau der obenge- 
nannten LUT bestehtnun nur noch darin, fur jedes Bild- 
pixel zu bestimmen, zu welchem dieser H Objekte es 
gehort. AnschlieBend wird diese LUT vom Bildanalyse- 
Rechner an die Steuerelektronik der Raman -Signalde- 
tektion ubertragen 38. 
Sind beide Schritte: 

a) Aufnahme des konventionellen CLSM-Bildes 
und bildanalytische Berechnung der LUT und 

b) Aufnahme der Raman-lntensitaten getrennt fur 
jedes der unter a) definierten Objekte 

abgeschlossen, kann fur jedes der im CLSM-Bild er- 
kannten Objekte das Raman-Spektrum analysiert wer- 
den. Ist z.B. durch andere analytische Verfahren die 
chemische Zusammensetzung der Probe als Ganzes 
bekannt, kann fur jedes dieser Objekte das gemessene 
Raman-Spektrum mit den bekannten Raman-Spektren 
dieser in der Probe enthaltenen chemischen Bestand- 
teile verglichen werden. Insbesondere kann durch be- 
kannte mathematische Verfahren (z.B. bekannt aus 
Appl.Spectrosc. 33 (1 979), p. 351-357) der Anteil dieser 
chemischen Bestandteile in den einzelnen Objekten 
des CLSM-Ruckstreubildes quantitativ bestimmt wer- 
den. 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Erzeugung und Korrelation lichtmi- 
kroskopischer Bilder und nach We lien Ian gen aufge- 
loster MeBdaten von Proben durch ein- oder zwei- 
malige Abtastung einzelner Elemente der abzubil- 
denden Probenflache mit einem konfokalen, scan- 
nenden Lichtmikroskop, Einkoppeln eines Teiles 
des von der Probenflache remittierten Lichtes aus 
dem Abbildungsstrahlengang des Mikroskops in ein 
Spektrometer zur spektralen Analyse und Korrela- 
tion der Bildinformation mit den spektroskopischen 
Daten, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Abspeicherung 
der Daten in einem zweidimensionalen Bereich er- 
folgt, wobei eine Dimension zur Speicherung und 
Mittelung der gemessenen Spektren der einzelnen 
Bildelemente verwendet wird, 
und die zweite Dimension durch eine in N Bereiche 
aufgeteilte Bildinformation der Bildelemente gebil- 



det wird, wobei die Zahl N kleiner ist als die Zahl 
der Bildelemente und die Bildinformation aus der 
von den abgerasterten Bildelementen remittierten 
Lichtintensitat direkt oder aus einer aus der Ge- 
5 samtinformation des Probenbildes mittels Bildver- 

arbeitung gewonnenen Objektzuordnung der abge- 
rasterten Bildelemente besteht. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
10 net, daB das Spektrum mittels eines Fotoempfan- 

gerfeldes gemessen und digitalisiert wird und in ei- 
nem aus einer endlichen Zahl von Speichern mittels 
des digitalisierten Wertes der remittierten Lichtin- 
tensitat ausgewahlten Speichers abgespeichert 
15 wird. 

3. Verfahren nach den Anspruchen 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Spektrum eines abgera- 
sterten Elementes als Linie auf ein zweidimensio- 

20 nales Fotoempfangerield fokussiert wird und das 
Spektrum mittels einer im Strahlengang des Spek- 
trometers angebrachten Ablenkeinheit, die mittels 
der remittierten Lichtintensitat steuerbar ist, senk- 
recht verschoben wird. 

25 

4. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 3 dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Fotoempfanger ein- oder 
zweidimensionale Anordnungen von lichtempfindli- 
chen Halbleitern oder Sekundarelektronenverviel- 

30 fachern verwendet werden. 

5. Verfahren nach den Anspruchen 3 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB als Ablenkeinheit ein elek- 
trisch angetriebener Drehspiegel verwendet wird. 

35 

6. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, daB das in einem ersten Abtasten gewonnene 
Bild der Probenflache durch Bildverarbeitung in N 
Bereiche unterteilt wird, denen die durch ein zwei- 

40 tes Abtasten der Probenflache erhaltenen Spektren 
zugeordnet werden. 

7. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daB als konfokales, scannendes 

45 Lichtmikroskop ein Mikroskop mit monochromati- 
scher Lichtquelle oder ein Mikroskop mit einer ein 
kontinuierliches Spektrum aussendenden Licht- 
quelle verwendet wird. 

50 8. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, daB als Spektrometer eines oder 
eine Kombination derfolgenden Spektrometer ver- 
wendet wird: 

55 a) Ramanspektrometer; 

b) Fluoreszenzspektrometer; 

c) Ultraviolettspektrometer; 

d) Visuellspektrometer; 
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e) Infrarotspektrometer. 

Claims 

1. Process for the production and correlation of light 
microscope images and measuring data resolved 
according to wavelength of samples by scanning in- 
dividual elements of the sample surface to be im- 
aged once or twice with a confocal scanning light 
microscope, launching of a portion of the light dif- 
fusely reflected by the sample surface from the im- 
aging beam path of the microscope into a spectrom- 
eter for spectral analysis and correlation of the im- 
age information with the spectroscopic data, 
characterized in that storage of the data is effected 
in a two-dimensional region, with one dimension be- 
ing used to store and average the measured spec- 
tra of the individual image elements, 

and the second dimension being formed by image 
information of the image elements which is divided 
into N regions, the number N being lower than the 
number of image elements and the image informa- 
tion directly comprising the light intensity diffusely 
reflected by the scanned image elements or com- 
prising an object association of the scanned image 
elements which is obtained from the total informa- 
tion of the sample image by means of image 
processing. 

2. Process according to claim 1 , characterized in that 
the spectrum is measured and digitized by means 
of a photoelectric detector field and is stored in a 
memory selected from a finite number of memories 
by means of the digitized value of the diffusely re- 
flected light intensity. 

3. Process according to claims 1 and 2, characterized 
in that the spectrum of a scanned element is fo- 
cused as a line onto a two-dimensional photoelec- 
tric detector field and the spectrum is vertically dis- 
placed by means of a deflection unit, which is pro- 
vided in the beam path of the spectrometer and is 
controllable by means of the diffusely reflected light 
intensity. 

4. Process according to claims 1 to 3, characterized 
in that one- or two-dimensional arrangements of 
light-sensitive semiconductors or secondary-emis- 
sion multipliers are used as photoelectric detectors. 

5. Process according to claims 3 to 4, characterized 
in that an electrically driven rotating mirror is used 
as a deflection unit. 

6. Process according to claim 1 , characterized in that 
the image of the sample surface obtained in a first 
scanning operation is divided by image processing 



into N regions, to which the spectra obtained by a 
second scanning operation of the sample surface 
are allocated. 

5 7. Process according to claims 1 to 6, characterized 
in that a microscope with a monochromatic light 
source or a microscope with a light source emitting 
a continuous spectrum is used as a confocal scan- 
ning light microscope. 

w 

8. Process according to claims 1 to 7, characterized 
in that one or a combination of the following spec- 
trometers is used as a spectrometer: 

15 a) Raman spectrometer; 

b) fluorescence spectrometer; 

c) ultraviolet spectrometer; 

d) visual spectrometer; 

e) infrared spectrometer. 

20 

Revendications 

1. Procede de production et de correlation d'images 
25 obtenues par microscopie optique et de donnees 
de mesure, reparties selon les longueurs d'ondes, 
d'echantillons au moyen d'un balayage, effectue 
une fois ou deux fois, des differents elements de la 
surface de I'echantillon dont il faut avoir une image, 
30 comportant un microscope optique a balayage, a 
foyer commun, couplage d'une partie de la lumiere 
emise, par reflexion diffuse, par la surface de 
I'echantillon, pour la sortir du trajet des rayons de 
formation de I'image et du microscope et I'envoyer 
55 dans un spectrometre pour analyse spectrale et 
correlation de I'information relative a I'image avec 
les donnees spectroscopiques, 

caracterise par le fait que la memorisation des 
donnees se fait dans une zone bidimensionnelle, 
40 etant precise qu'une dimension est employee pour 
memoriser les spectres, mesures, des differents 
elements d'image et en etablir la moyenne, 

et que la seconde dimension est formee par 
une information, relative a I'image et repartie dans 
45 N zones, des elements d'image, le nombre N etant 
inferieur au nombre des elements d'image et I'infor- 
mation relative a I'image etant constitute de I'inten- 
site lumineuse emise, par reflexion diffuse, par les 
elements d'image balayes, directement ou a partir 
50 d'une correspondance-objet des elements d'image 
balayes obtenue a partir de I'information globale de 
I'image de I'echantillon, au moyen d'un traitement 
de I'image. 

55 2. Procede selon la revendication 1 , caracterise par le 
fait que Ton mesure le spectre au moyen d'une zone 
de photo-recepteur et qu'on le numerise et qu'on le 
memorise dans une memoire choisie a partir d'un 
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nombre fini de memoires, au moyen de la valeur 
numerisee de Pintensite lumineuse emise par re- 
flexion diffuse. 

3. Procede selon la revendication 1 et 2, caracterise 5 
par le fait que Ton focalise le spectre d'un element 

a balayer sous forme d'une ligne sur une zone bidi- 
mensionnelle du photo-recepteur et que Ton decale 
perpendiculairement le spectre au moyen d'un or- 
gane de deviation qui est rapporte sur le chemin des to 
rayons du spectrometre et qui peut se commander 
au moyen de I'intensite lumineuse emise par re- 
flexion diffuse. 

4. Procede selon la revendication 1 et 3, caracterise is 
par le fait que comme photo-recepteur on emploie 
des dispositifs monodimensionnels ou bidimen- 
sionnels de semiconducteurs sensibles a la lumiere 

ou de multiplicateurs a electrons secondaires. 

20 

5. Procede selon la revendication 3 a 4, caracterise 
par le fait que comme organe de deviation on em- 
ploie un miroir tournant entraine electriquement. 

6. Procede selon la revendication 1 , caracterise par le 25 
fait que I'image de la surface de I'echantillon obte- 
nue dans un premier balayage est divisee, par trai- 
tement d'image, en N zones, auxquelles on fait cor- 
responds les spectres obtenus par un second ba- 
layage de la surface de I'echantillon. 30 

7. Procede selon la revendication 1 a 6, caracterise 
par le fait que comme microscope optique a balaya- 
ge, a foyer commun, on emploie un microscope a 
source lumineuse monochromatique ou un micros- 35 
cope a source lumineuse emettant un spectre con- 
tinu. 

8. Procede selon la revendication 1 a 7 caracterise par 

le fait que comme spectrometre on emploie I'un des 40 
spectrometres suivants ou une combinaison de ces 
spectrometres: 

a) spectrometre a effet Raman; 

b) spectrometre a fluorescence; 45 

c) spectrometre dans I'ultraviolet; 

d) spectrometre visuel 

e) spectrometre dans I'infrarouge. 
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